诱导化疗后第7～8天（骨髓抑制期）评估的骨髓白血病细胞残留数量与急性髓系白血病（AML）的诱导化疗疗效及长期生存密切相关[@b1]--[@b4]。我们既往的研究显示，第1个疗程诱导化疗后骨髓抑制期形态学检测的骨髓幼稚细胞比例是AML患者的独立预后因素[@b5]--[@b6]。形态学检测的灵敏度为1%，多参数流式细胞术（multiparameter flow cytometry，MPFC）检测的灵敏度和特异度较形态学更高，MPFC是目前微小残留病（minimal residual disease, MRD）的主要监测方法之一[@b7]--[@b10]。Köhnke等[@b11]2015年报道了诱导化疗后骨髓抑制期流式细胞术评估MRD对无复发生存（RFS）和总生存（OS）的预测价值。我们在本研究中分析了诱导化疗后第7～8天采用MPFC检测骨髓MRD在AML患者疗效及预后判断中的价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2015年2月25日至11月17日于我院白血病诊疗中心住院治疗的初诊AML（非急性早幼粒细胞白血病）患者中，85例于诱导治疗后骨髓抑制期采用MPFC检测MRD。所有病例根据病史、骨髓细胞形态学、免疫表型分析、细胞遗传学、分子生物学特征，按WHO 2008标准[@b12]确诊，参照NCCN 2015指南进行危险度分组[@b13]。骨髓染色体核型分析采用G显带法，分子生物学检测采用实时定量PCR方法。

2．治疗方案：患者均采用高三尖杉酯碱（HHT）、阿糖胞苷（Ara-C）与柔红霉素（DNR）三药联合方案（HAD方案）进行诱导化疗[@b14]--[@b15]。完全缓解（CR）后按NCCN危险度分组选择不同的治疗：预后良好组首选巩固化疗；有合适供者的预后不良组或预后中等组选择异基因造血干细胞移植，无移植条件者进行巩固化疗。巩固化疗给予大剂量Ara-C、DA（DNR联合Ara-C）、MA（米托蒽醌联合Ara-C）或HA（HHT联合Ara-C）等方案治疗。

3．骨髓MRD的MPFC检测：在诱导化疗后第7～8天（骨髓抑制期）进行骨髓穿刺检查评估MRD。采集患者骨髓2～3 ml，肝素钠抗凝，分离有核细胞，按照我院流式细胞室检验常规，采用八色MPFC标记白血病相关免疫表型检测MRD（美国BD公司FACS Callibur多色流式细胞仪）。

4．疗效标准及随访：疗效评估标准参考文献[@b16]。OS时间为确诊之日至任何原因引起的死亡或末次生存随访时间。RFS时间为从达到形态学无白血病状态的日期至AML复发、任何原因引起的死亡或末次生存随访时间，仅适用于获CR患者。随访时间截至2016年4月2日。

5．统计学处理：采用SPSS 12.0软件进行统计分析，MRD阈值的确定采用绘制受试者工作特征曲线（ROC曲线）。MRD阴性组和阳性组的年龄、HGB、初诊骨髓原始细胞的比较采用*t*检验，性别比较采用二项分布，WBC、PLT、乳酸脱氢酶（LDH）的分布比较采用非参数检验，NCCN危险度各组比较采用Pearson卡方检验。MRD阴性组和阳性组CR率的比较应用连续性校正*χ*^2^检验。生存曲线采用Kaplan-Meier法作图，不同组别生存率比较采用Log-rank检验。影响第1个疗程诱导化疗疗效的多因素分析采用二分类Logistic回归模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：诱导化疗后骨髓抑制期评估MRD的85例初诊AML患者中，男42例，女43例，中位年龄35（15～54）岁。初诊时WBC中位数21.10（0.74～141.94）×10^9^/L，HGB中位数83（51～153）g/L，PLT中位数43（7～294）×10^9^/L，LDH中位数426（130～3 820）U/L，初诊骨髓原始细胞中位数0.640（0～0.910）。按照WHO分型：AML伴t（8; 21）13例，AML伴inv（16）3例，非特殊类型AML 68例（M~0~ 1例，M~1~ 2例，M~2~ 18例，M~4~ 9例，M~5~ 37例，M~6~ 1例）。NCCN危险度分组：预后良好28例，预后中等35例，预后不良22例。骨髓抑制期MPFC检测MRD中位数0.58%（0～81.11%）。

2．疗效：85例诱导化疗后骨髓抑制期检测MRD的患者中，1个疗程诱导化疗后达CR 70例（82.4%），2个疗程达CR 76例（89.4%），最终CR患者77例（90.6%）。8例患者未进行巩固治疗，77例于缓解后进行巩固化疗，6例行异基因造血干细胞移植。77例CR患者中复发8例，死亡1例，8例非CR患者中死亡1例。中位随访时间为6.6（1.2\~12.3）个月。

3．MRD的阈值：MRD的ROC曲线下面积为0.841（*SE*＝0.051，95% *CI* 0.741～0.941，*P*＝0.000），相应的ROC曲线见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![微小残留病（MRD）的受试者工作特征曲线](cjh-38-09-767-g001){#figure1}

根据ROC曲线得到MRD的每个界值对应的敏感度（Se）和1-特异度（Sp），计算每个界值的Youden指数、阴性预测值（PV\_）。选取Youden指数最大值（0.667）对应的2.305%（Se＝0.867，Sp＝0.800）为MRD阈值，其阴性预测值为97%，即当MRD≤2.305%时，患者第1个疗程诱导化疗获CR的比例为97%。

4．MRD阴性组和阳性组临床特征及预后比较：MRD\<2.305%（58例）定义为MRD阴性，阴性组患者MRD中位数0.08%（0～2.25%）；MRD≥2.305%（27例）定义为MRD阳性，阳性组患者MRD中位数8.89%（2.36%～81.11%）。

MRD阴性组中NCCN预后良好患者比例高于阳性组（*P*＝0.015），NCCN预后不良患者比例低于阳性组（*P*＝0.033），预后中等患者比例与阳性组相比差异无统计学意义（*P*＝0.676）；两组患者其余初诊时临床特征差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 微小残留病（MRD）阴性组和阳性组初诊时临床特征比较

  临床特征                          MRD阴性组(58例)       MRD阳性组(27例)       统计量   *P*值
  --------------------------------- --------------------- --------------------- -------- -------
  年龄（岁）                        37.5(16～54)          32(15～54)            1.983    0.051
  性别（例，男/女）                 26/32                 16/11                 1.535    0.215
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]      22.35(0.74～141.94)   13.54(1.71～101.93)   −1.119   0.263
  HGB\[g/L,*M*（范围）\]            84(55～153)           78(51～125)           1.901    0.061
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]      41(7～294)            45(15～198)           −1.043   0.297
  LDH\[U/L,*M*（范围）\]            436.5(165～3 820)     356(130～3 167)       −0.826   0.409
  初诊骨髓原始细胞\[*M*（范围）\]   0.620(0～0.890)       0.748(0.040～0.910)   −1.499   0.138
  NCCN危险度分组\[例(%)\]                                                                
   预后良好                         24(41.4)              4(14.8)               5.885    0.015
   预后中等                         23(39.7)              12(44.4)              0.174    0.676
   预后不良                         11(19.0)              11(40.7)              4.554    0.033

注：MRD阴性：诱导化疗后骨髓抑制期MRD\<2.305%；MRD阳性：诱导化疗后骨髓抑制期MRD≥2.305%

MRD阴性组和阳性组第1个疗程治疗后CR率分别为96.6%（56/58）、51.9%（14/27），差异有统计学意义（*χ*^2^＝22.348，*P*\<0.001）。单因素分析显示，MRD阳性（*OR*＝26.000，95% *CI* 5.251～128.747，*P*\<0.001）、NCCN危险度分组预后不良（*OR*＝4.571，95% *CI* 1.417～14.748，*P*＝0.011）、年龄\<40岁（*OR*＝0.934，95% *CI* 0.880～0.992，*P*＝0.026）为1个疗程CR的不良预后因素。多因素分析显示，以2.305%为界的MRD（*OR*＝21.560，95% *CI* 4.129\~112.579，*P*\<0.001）是第1个疗程诱导疗效的唯一独立预后因素；而年龄（*OR*＝0.268，95% *CI* 0.043\~1.689，*P*＝0.161）和NCCN危险度分组（*OR*＝3.475，95% *CI* 0.822～14.688，*P*＝0.090）不是独立预后因素。

56例CR的MRD阴性患者复发5例，死亡1例；21例CR的MRD阳性患者复发3例，两组的RFS率差异无统计学意义（*χ*^2^＝1.080，*P*＝0.299）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。2例死亡患者MRD均阴性，两组的OS率差异无统计学意义（*χ*^2^＝0.420，*P*＝0.516）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![诱导化疗后骨髓抑制期微小残留病（MRD）阳性和阴性组患者的无复发生存曲线](cjh-38-09-767-g002){#figure2}

![诱导化疗后骨髓抑制期微小残留病（MRD）阳性和阴性组患者的总生存曲线](cjh-38-09-767-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

目前AML患者MRD的监测方法包括实时定量PCR检测白血病特异的基因靶点和MPFC识别白血病相关的免疫表型[@b7]--[@b10]。实时定量PCR检测的灵敏度为10^−4^～10^−5^，但仅适用于约三分之一的患者；MPFC检测的灵敏度为10^−3^～10^−5^，可适用于85%～90%的患者[@b7]--[@b8],[@b11]。大宗病例的临床研究证实，MPFC监测的骨髓MRD在\<60岁[@b8]和\>60岁[@b17]的AML患者中对评价诱导和巩固治疗后的CR、OS以及RFS均有显著意义。

诱导化疗后第7～8天行骨髓穿刺评价AML患者的早期疗效对于判断预后有重要价值。德国AML协作组[@b1]研究表明，第1个疗程第16天（诱导化疗后1周）评估骨髓形态学幼稚细胞比例能够反映个体对于化疗的敏感性，是CR、OS及RFS的独立预后因素，并且第16天幼稚细胞低于0.100的患者CR率、5年OS率和RFS率更高。薛华等[@b5]报道以10%为界，诱导化疗后第7～10天骨髓涂片幼稚细胞是第1个疗程CR、OS和无病生存（DFS）的独立预后因素。姜波等[@b6]证明以5%为界亦得到与上述研究同样的结论。然而，早期采用MPFC评估MRD的研究相较诱导和巩固治疗后的研究较少。Köhnke等[@b11]报道，以\>0.15%为诱导化疗后第7天骨髓抑制期MRD阳性，MRD阳性患者的5年RFS率（16%）明显低于MRD阴性者（43%，*P*\<0.001），5年OS率分别为32%和55%（*P*＝0.019）；但以5%或10%为界值的骨髓抑制期形态学检测MRD未显示对RFS或OS有影响；更重要的是，骨髓抑制期未检测出MRD患者的预后不受骨髓抑制期形态学检测白血病细胞数或诱导治疗后MRD状态的影响。Ferrara等[@b2]研究显示，仅对诱导化疗后第7天流式细胞术监测骨髓白血病细胞超过10%的患者采用双诱导治疗，CR率为67%（20/30），中位OS时间为15个月，中位DFS时间为12个月。以上报道表明在诱导化疗后骨髓抑制期进行骨髓检查不仅可以预测诱导化疗疗效及长期生存，而且可据此调整化疗计划，改善患者的疗效及预后。

本研究中85例AML患者诱导化疗后第7～8天采用MPFC检测MRD，我们根据ROC曲线得到MRD的阈值为2.305%（Se＝0.867，Sp＝0.800），分析显示MRD\<2.305%的患者CR率为96.6%（56/58），而≥2.305%的患者仅为51.9%（14/27）（*P*\<0.001）。表明骨髓抑制期采用MPFC检测骨髓MRD能够预测诱导化疗疗效。我们同时发现当MRD≤2.305%时，患者第1个疗程诱导化疗疗效为CR的比例为97%。然而，AML伴t（8;21）的13例患者中，4例MRD≥2.305%和9例MRD\<2.305%的患者均第1个疗程获得CR；AML伴CEBPA双突变的11例患者中，3例MRD≥2.305%和8例MRD\< 2.305%的患者均获CR；提示AML伴t（8; 21）及AML伴CEBPA双突变患者诱导治疗后骨髓抑制期的MRD对CR率的影响不大。多因素分析显示，诱导化疗后骨髓抑制期以2.305%为界的骨髓MRD（*OR*＝21.560，95% *CI* 4.129～112.579，*P*\<0.001）是第1个疗程诱导化疗疗效的唯一独立预后因素，与采用骨髓形态学检测幼稚细胞的相关预后文献报道结论相符[@b1],[@b4]--[@b6]。NCCN指南的危险度分组综合了患者细胞遗传学和分子学异常的特征，用于评估患者的长期预后，我们的研究亦显示NCCN危险度分组预后不良（*OR*＝4.571，95% *CI* 1.417～14.748，*P*＝0.011）为影响1个疗程CR率的不良预后因素，但不是独立预后因素（*P*＝0.090）。这提示诱导治疗后骨髓抑制期的MRD对于诱导治疗效果的预测要优于以遗传学为基础的预后分组。但是我们的结果未显示诱导治疗后骨髓抑制期的MRD对OS、RFS的预测意义，尚需更长期的随访予以证实。

总之，我们的研究结果显示，AML患者诱导化疗后骨髓抑制期，采用MPFC检测MRD以2.305%为界对于第1个疗程诱导化疗疗效有显著的预测价值，因此根据MRD可以动态调整AML的诱导治疗方案及策略，从而提高患者的临床治疗效果。
